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摘要 : 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (GSTs ) 是 一 个 功能 广泛 的 超 基因 家 族 , 其 中 Zeta 家 族 在 动物 、 植 物 和 细菌 中 均 有 分 布 。 在 
哺乳 动物 中 , Zeta GSTs 具有 马 来 酰 乙酰 乙酸 异 构 酶 ( MAAI) 活 性 , 参与 茶 丙 氨 酸 / 栈 氨 酸 的 代谢 过 程 。 本 人 研究 对 家 看 
Bombyx mori 基因 组 中 预测 的 GST SEEDS ( BmGSTz1 ) 进行 了 表达 序列 标签 的 搜索 , 经 拼接 后 获得 一 条 含有 3’ 和 5' 非 翻 
译 区 在 内 的 长 度 为 1 239 bp 的 cDNA 序列 , 其 3' 端 含有 AATAAA 加 尾 信 号 。BmGS7z]1 基因 含有 4 个 内 含 子 ,外 显 
子 / 内 含 子 边界 均 符 合 GT-AG 规则 。 经 TA 克隆 证 实 ，BmGSTz] 基因 编码 区 序列 全 长 648 bp, 共 编 码 215 个 氨基 酸 。 
BmGSTzl 推定 的 分 子 量 为 24.8 kD, 等 电 点 pl 为 8.06。BmGSTzl 与 其 他 昆虫 和 哺乳 动物 CSTzl 的 氨基 酸 序列 高 度 
保守 , 进化 分 析 表 明 家 乔 BmGSTz1 与 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster. X) E EFR EX Anopheles gambiae、 意 大 利 蜜蜂 Apis 
mellifera MIRAX Tribolium castaneum 的 GSTzl 形成 1:1:1:1:1 的 直系 同 源 关 系 。RT-PCR 和 基因 芯片 数据 表明 
BmGSTz1 在 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 各 组 织 中 都 有 表达 。 序 列 和 组 织 表 达 特 征 分 析 结 果 提 示 家 蛋 BmGSTzl 可 能 具有 
MAAI 活性 , 这 将 为 进一步 深入 人 研究 BmGSTzI 基因 的 功能 提供 参考 。 
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Abstract: Glutathione S-transferases ( GSTs) constitute a multifunctional superfamily in which Zeta class is 
widely distributed in animals, plants, and bacteria. In mammals, Zeta GSTs show maleylacetoacetate 
isomerase ( MAAI) activity and participate in phenylalanine and tyrosine metabolism. In this study, 
expressed sequence tags ( ESTs) were searched for the predicted GST gene from Bombyx mori, BmGSTzl . 
A contig containing 1 239 bp was assembled on the basis of ESTs of BmGSTz1 , which extended into 3' and 
5'- UTR (untranslated region). The contig of BmGSTz1 perfectly matched to the corresponding region of the 
silkworm genome sequence and had a poly (A) signal in its 3'- UTR. BmGSTz1 was composed of 4 introns 
and 5 exons, and the boundary between exon and intron conformed to the canonical GT-AG rule. TA 
cloning verified that the coding sequence ( CDS) was 648 bp in length and encoded 215 amino acids. The 
putative molecular weight and isoelectric point of BmGSTz] were 24.8 kD and 8. 06, respectively. 
BmGSTz] had relatively high similarities with. GSTz1 from insects and mammalians. Phylogenetic analysis 
showed that BmGSTz1, DmGSTz1, AgGSTzl, ApGSTzl, and TeGSTz1 might be 1: 1: 1: 1: 1 orthologues. 
The RT-PCR and microarray data indicated that BmGSTz/ was expressed in various tissues in Day-3 5th 
instar silkworm larvae. The results of sequence analysis and expression characterization suggest that 


BmGSTz1 might have the MAAI activity. The data presented in this study provide useful information for 


基金 项 目 : 中 央 高 校 基本 科研 业务 费 项 目 (CDJZR10290002) ; 国家 高 技术 研究 发 展 计划 项 目 (2006AA10A117) ; 国家 重点 基础 研究 发 展 规划 
项 目 (2005CB121000) 

作者 简介 : RRA., 男 , 1979 FÆ, 四 川 武 胜 人 , 博士 , 讲师 , 研究 方向 为 昆虫 功能 基因 组 学 , E-mail; yuqy@ cqu. edu. cn 

* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail; lucheng@ swu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2010-04-07 ; 接受 日 期 Accepted; 2010-06-15 


1062 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


further studying the function of BmGSTzI. 
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A B6 H Rk-S- Te RE ( glutathione S-transferases, 
GSTs) 是 一 个 多 功能 的 超 基因 家 族 , 广泛 分 布 于 动 
物 、 植 物 以 及 细菌 等 生物 体 (Sheehan et al., 2001), 
根据 细胞 中 的 定位 , 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 分 为 微粒 体 
型 ( microsomal GSTs )、 线 粒 体 型 ( mitochondrial 
GSTs) 和 胞 质 型 (cytosolic GSTs) 三 大 类 。 胞 质 GSTs 
由 于 其 普遍 存在 及 功能 重要 性 , 是 目前 研究 最 为 广 
CURA AB GSTs 类 型 , 通常 所 指 的 谷 胶 甘 肽 -S- 转 
移 酶 即 为 此 类 型 。 昆 虫 胞 质 谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 包 
括 Omega, Sigma, Theta, Zeta, Delta 和 Epsilon 6 个 
E AH Hy zx X (Ding et al., 2003; Ranson and 
Hemingway, 2005) , Omega, Sigma, Theta 和 Zeta 
家 族 不 仅 存 在 于 昆虫 中 , 在 其 他 动物 或 植物 等 物种 
中 也 有 分 布 。Delta 和 Epsilon 为 昆虫 特异 的 家 族 ， 
仅 存 在 于 昆虫 生物 体 中 。 

谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 功能 广泛 , 如 去 除 重 日 质 
FH B SCA III A (Board et al., 2000) ,作为 结构 有恒 
日 分 布 于 昆虫 间接 飞翔 肌 (indirect flight muscles ) 
( Ranson and Hemingway, 2005), 255 RE TB 
( Board et al., 1997) ， 其 主要 功能 则 是 参与 外 源 和 
内 源 有 毒物 质 的 解毒 代谢 , 与 昆虫 抗 药性 形成 相关 
(Li et oj.,，2007) 。 此 外 , 因 昆 虫 体内 缺乏 功能 性 的 
硒 依 赖 性 合 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 ( selenium-dependent 
glutathione peroxidases, SeGPx), GSTs 具有 硒 非 依 
赖 性 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (non-SeCPx) 活 性 , 能 
Xj HB Wa xx A 5 BS rh qp 79 Wi HS xx € 5 X 
( phospholipid hydroperoxides ) ^I JE Ej B2 3 5C 1, I 
(fatty acid hyroperoxides ) X 2X © £y py — WE 
( malondialdehyde, MDA ) 和 4-X$ 3& T A E ( 4- 
hydroxynonenal, 4-HNE ) 5&4 Jl Aix S 45 29 ft RE 
( Parkes et al., 1993) , 

由 于 昆虫 特异 的 Delta 和 Epsilon GSTs 在 杀 虫 剂 
抗 性 中 起 者 重要 作用 , 因此 得 到 了 广泛 的 关注 (Li et 
al., 2007)。 但 是 其 他 的 GSTs 家 族 , 特别 是 Zeta 基 
因 在 昆虫 中 的 研究 报道 较 少 。Zeta 基因 作为 功能 重 
要 的 GSTs 类 型 , 在 哺乳 动物 .真菌 和 植物 的 功能 已 
得 到 较 深 入 地 认识 (Board et al., 1997; Marsh et al., 
2008 ) 。 人 研究 表明 , 动 植物 的 Zeta HASS TENA 
酸 / 酷 氮 酸 的 生理 代谢 过 程 , 它 作 为 马 来 酰 乙酰 乙酸 
异 构 酶 (maleylacetoacetate isomerase，MAAI) 将 马 来 


酰 乙 酰 乙 酸 (maleylacetoacetate ，MAA ) 异 构 化 为 延 胡 
索 酰 乙酰 乙酸 (fumarylacetoacetate ,FAA) ( Fernández- 
Cañón et al., 1999) , KAAR Bs 23 R4 VAT CS TEFL 
动物 中 证 实 是 一 个 非常 重要 的 生理 过 程 , 其 代谢 途 
径 的 终止 党 导致 多 种 疾病 发 生 , 如 人 缺失 尿 黑 酸 双 
加 氧 酶 (homogentisate dioxygenase, HDO) 会 导致 尿 黑 
酸 尿 ; 延 胡 索 酰 乙酰 乙酸 水 解 酶 (fumarylacetoacetate 
hydrolase, FAH ) 的 缺失 则 产生 高 酷 筑 酸 血 症 
( Fernández-Cafión and Peñalva, 1998) ; iE MAAI 的 
ZS UR S BUFTARUBE BEER: RES A8 SERE AA ( Lim et al., 
2004) , 

KA Bombyx mori 作为 遗传 学 上 具有 重要 地 位 
的 模式 生物 , 其 全 基因 组 精细 图 已 测序 完成 , 为 研 
AAA GSTs 提供 了 恨 好 站 机 。Yu 等 (2008 ) 基于 
家 和 在 全 基因 组 序列 共 鉴 定 出 23 个 GSTs 基因 ,并 对 
其 作 了 比较 基因 组 学 分 析 。 一 些 学 者 对 家 看 GSTs 
的 诱导 表达 进行 研究 , 发 现 BmGSTs2 和 BmGSTd2 
能 被 20-5 dk Hz WE (2-hydroxyeedysone, 20E ) i$ 
LE. 而 被 保 幼 激素 类 似 物 (juvenile hormone analog, 
JHA ) 所 抑制 (Zou et al., 2010) ; BmGSTs2 能 被 除草 
wE H EE C glyphosate ) PIR EA AK Wi (permethrin ) 
诱导 表达 (Gui et al., 2000) 。 男 有 学 者 对 家 看 GSTs 
进行 了 克隆 和 外 源 表达 等 研究 (Yamamoto et al., 
2009a; WREE, 2010). AI, KA GSTs 获得 
TR iBJyAik. AW A R ER ARAA E ISTE 
为 哺乳 动物 体内 的 重要 生理 过 程 , 其 代谢 途径 的 
缺陷 常 导致 多 种 疾病 的 发 生 。 但 是 昆虫 体内 是 否 
也 存在 杂 两 须 酸 / 酷 筑 酸 代 谢 途 径 ， 以 及 是 否 具 有 
功能 性 的 GSTz/MAAI 等 研究 均 尚 无 报道 。 我 们 主 
要 针对 家 看 中 可 能 具有 MAAI 活性 的 GST 基 
( BnGSTz1 ) 进行 克隆 序列 分 析 , 并 检测 了 它 在 5 
龄 幼虫 不 同 组 织 的 表达 特征 ,为 进一步 研究 该 基 
的 功能 及 酷 氮 酸 代谢 途径 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 家 看 材料 与 RNA 提取 

以 华 系 二 化 性 品种 大 造 (P50 ) 为 实验 材料 ， 人 饲 
育 温度 25 +1% ,相对 湿度 70% ~ 80% , 新鲜 桑 叶 
育 。 取 5 龄 第 3 天 幼虫 中 肠 、 脂肪 体 等 组 织 需 官 ， 


10 期 AROR ACA: 家 看 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 基因 BmCSTzI 的 克隆 、 序 列 分 析 及 组 织 表 达 特 征 1063 


用 生理 盐水 和 DEPC 水 冲洗 后 储存 于 液 氨 中 备用 。 

TRIzol 试剂 (Invitrogen ) ERZA ia RNA, 经 
DNase [ (RNase Free) 处 理 后 用 M-MLV 反 转 录 酶 
(TaKaRa) 反 转录 得 到 cDNA 第 一 链 , 并 以 此 为 模板 
进行 PCR 扩 增 , 所 有 步骤 均 按 试 剂 的 使 用 说 明 书 
进行 。 
1.2 引物 设计 

在 对 家 人 看 GSTs 全 基因 组 信息 分 析 ( Yu et al., 
2008) 的 基础 上 ， 以 预测 的 BmGSTzI 编码 区 序列 
( coding sequence, CDS) 与 GenBank 数据 库 (http :// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/) 中 的 家 在 ESTs 进行 Blastn 
比 对 (E value x e-30) ,获得 的 ESTs 用 DNASTAR 
软件 中 的 Seqman 进行 拼接 , 将 拼接 的 重 和 车 序列 作 
为 种 子 序列 再 次 在 GenBank 的 家 和 看 ESTs 数据 库 重 
复 检索 、 延 促 ， 下 到 不 能 延伸 为 止 。 对 ESTs 拼接 序 
列 重新 预测 编码 基因 , 并 以 Primer 5.0 设计 克隆 完 
整 CDS 的 特异 引物 。 
1.3 zx BmGSTz] 基因 的 cDNA 克隆 

克隆 BmGSTzl 基因 的 正 问 引物 为 5” 
TTCATCCTCTGCCATGGGCAAG-3 "fil sz [n] 5 | Jg] Jj 5'- 
TGTTATGGGCAAAGTTCATITAGCA3', XA 5 龄 
第 3 天 脂肪 体 的 cDNA 为 模板 进行 RT-PCR 2 38. 
25 uL 的 PCR 反应 体系 含有 : 2.5 uL 10 x PCR Z 
冲 液 , 2 uL 25 mmol/L MgCL, 2 uL 2. 5 mmol/L 
dNTP, 10 mol/L 正 反 问 引 物 各 1 uL, 2 pL cDNA, 
1 U Taq DNA XA Bi, 超 纯 水 补足 25 uL, PCR 在 
Eppendorf 热 循 环 仪 上 进行 , 反应 条 件 为 : 94%C Ti 
变性 4 min; 94% 变性 30 s; $58% 退火 40 s; 72% iE 
伸 1 min; 运行 35 个 循环 ; 727C 终 延 伸 10 min, 于 
AC IRAES 2 38779) FH E18 482 be AN ETT 
DNA 回收 , 将 回收 的 DNA 片段 与 pMD18-T 载体 连 
接 , 进行 TA 克隆 和 酶 切 鉴 是 ， 阳 性 克隆 送 往 上 海 
生 工 进行 测序 。 
1.4 ”组织 表达 特征 的 RT-PCR 检测 

由 于 肌 动 重 白 基因 是 一 种 持家 基因 , 在 各 组 织 
中 的 表达 水 平 相对 恒定 , 通常 被 用 作 内 参 基因 。 
此 , 本 研究 选用 家 看 Actin3 基因 ( GenBank 登录 号 : 
BMU49854 ) 作为 内 参 , 以 各 组 织 cDNA 为 模板 进行 
PCR 2 增 和 电泳 检测 , 从 而 以 该 基因 的 表达 水 平 为 
参照 将 各 组 织 cDNA 浓度 调整 为 基本 一 致 ， 其 方法 
是 在 cDNA 浓度 较 高 的 组 织 样品 中 适当 加 入 一 定 超 
纯 水 进行 稀释 ， 而 后 以 Actin3 基因 再 次 进行 RT- 
PCR 检测 ， 直 至 Actin3 基因 在 各 组 织 中 的 表达 量 基 
ZK—2X, Actin3 AWEH: 5'-AACACCCCCT 


CCTGCTCACTG-3'; 反 向 引物 : 5'-GGGCGAGACGT 

GTGATTTCCT-3', 检测 BmGSTzI 基因 组 织 表达 特 
征 的 引物 见 本 研究 1.3。 反 应 条 件 为 : 94% 预 变性 
4 min; 94?C 变性 30 s; $8% 退火 40 s; 72% 延伸 
1 min; 运行 25 个 循环 ; 72C 终 延 伸 10 min F 4C 
保存 。 反 应 产物 用 1.2% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 


2 fm 


2.1 BmGSTz1 基因 的 克隆 与 基因 结构 

基于 Yu 等 (2008 ) 对 家 看 GSTs 全 基因 组 的 鉴 
E, 我 们 以 预测 的 BmGSTzI 编码 区 序列 搜索 NCBI 
(http :AAwww. ncbi. nlm. nih. gov/) ZÆ ESTs 数据 
E, 共 发 现 了 14 条 ESTs, 经 Seqman 拼接 获得 长 度 
为 1 239 bp 的 cDNA 序列 ,3 端 存 在 一 可 能 的 
AATAAA 加 尾 信号 (图 1)。 以 拼接 后 的 序列 设计 克 
隆 完 整 CDS 的 特异 引物 , WEK BmGSTzI 的 CDS 长 
JÆ 648 bp( GenBank 登录 号 : DQ355375) , BmGSTzI 
由 215 个 氨基 酸 组 成 , 预测 的 分 子 量 为 24. 8 kD, 
等 电 点 (pl) Jy 8. 06, FH sim4 (http://pbil. univ- 
lyonl. fr/sim4. php) 程序 将 含有 非 编 码 区 的 1 239 bp 
cDNA 序列 与 家 看 基因 组 序列 比 对 ,结果 显示 
BmGSTz1 含有 4 个 内 含 子 , 外 显 子 /内 含 子 边界 均 
符合 GT-AG 规则 。 

除了 对 家 看 Zeta 基因 结构 分 析 外 , 我 们 基于 
GenBank 数据 对 其 他 几 种 模式 昆虫 Zeta 基因 结构 
也 进行 了 绘制 (图 2)。 比 较 分 析 发 现 , 各 昆虫 间 
Zeta 基因 内 含 子 插入 位 点 并 不 呈现 保守 性 , 表明 
在 物种 进化 过 程 中 Zeta 基因 结构 发 生 了 较 大 变 
化 。 家 看 的 2 个 Zeta 基因 分 别 有 4 个 内 含 子 , 而 
ER RI Drosophila melanogaster 4 X) E NV. Tz wx 
Anopheles gambiae Zeta 基因 均 只 有 2 个 内 含 子 , x 
大 利 蜜 蜂 Apis mellifera 4H IR 3A Y X& Tribolium 
castaneum 均 只 有 3 个 。 相 对 其 他 物种 而 言 , 家 看 
Zeta 基因 结构 趋 于 复杂 化 , 而 且 内 含 子 插入 位 置 
也 相对 保守 。 
2.2 BmGSTzl 的 保守 性 进化 

为 了 解 BmCSTzl 与 其 他 物种 Zeta GSTs H 
关系 , 我 们 从 CenBank 中 下 载 了 其 他 物种 的 Zeta 
GSTs 氮 基 酸 序列 ,并 以 MEGA 4.0 构建 了 NJ 树 
( neighbor-joining tree) (图 3)。 图 中 显示 ，Zeta 
GSTs 分 为 昆虫 .哺乳 动物 、 植 物 和 细 梢 4 个 类 和 群 。 
除 家 看 和 采 晶 外 ,其 他 几 种 昆虫 的 Zeta GSTs 均 为 单 
拷贝 基因 。 家 和 看 BmGSTzl、 风 比 亚 按 蚊 AgGSTz1 、 黑 
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Fig. 1 The cDNA and deduced protein sequences of the GST gene ( BmGSTz1 ) from Bombyx mori 
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图 2 Z3 BmGSTzl 与 其 
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ggagcttcttagcgtttgtttataatctcatcttttataaat 
attcaaacttagcgattcttgtctaaaaggacaaacaaaaccgtcaaaattacgtactat 
aacaaatataatggttccgtttcatcctctgccATGGGCAAGCAGCCAGTATTATACTCA 
M G K QP V L Y S 
TACTGGCGCAGCTCATGCTCCTGGCGAGTTCGCATAGCACTCAATCTTAAAGAAATACCA 
Y W RS S C S W R V R I AL NL K E I P 
TACGACATAAAGGCTGTCAGCCTGATTAAGGGAGGCGGAGAACAACACTGCAATGAGTAT 
Y D I K AV 5L 1 KG G G E QH C N E Y 
AGAGAAGTCAACCCTATGGAGCAAGTACCATCTTTATGCATTGATGGGCACACTCTAATT 
R E V N P M EQ V P S5SLCIDGHTLII 
GAATCATTAAACATCATGCATTATTTAGAGGAGACAAGACCACAGAGACCTCTTATGCCG 
E S L N I MH YL E E T R PQ RP L M P 
CAAGATTGCTTTAAGAGGGCAAAAGTTCGTGAAATTTGTGAAATGATAGCCTCAGGAATA 
Q D C F Kk R AK V R E I C E MI A Ss G I 
CAGCCATTGCAGAATCTGATTGTGCTAATTTATGTTGGTGAGGAGAAAAAGAAGGAATGG 
Q PL Q NL I VL IY VG E E K K K E WV 
TCCCAACACTGGATCACAAGGGGCTTCAGAGCTATAGAAAAGTTGCTATCGACCACTGCC 
SQ HW I T RG F R A I E KL LS TTA 
GGAAAATATTGTGTTGGTGATGAGATTACCCTTGCCGATTGCTGCTTAGTTCCACAAGTG 
G KY C VG DE I TL AD C CL VP QV 
TTCAATGCTAGAAGATTTCATGTTGATCTACGTCCGTTCCCAATCATCCTCCGCATAGAC 
F N A R R FH V DL RP F P I I L R I D 
CGTGAACTGGAGAATCATCCCGCATTCCGTGCGGCTCATCCATCTTCTCAGCCAGATTGT 
R E L E NH P AF RA A H P 5S QP DC 
CCCCCAGAAGTTGCTAAATGAactttgcccataacatacctaatgtttttgccaaattta 
PP E V AK - 
atatttcatttttgatcaggaactgcctgatatacataaatttaattagcccttgttttt 
ctctaaacccatatttaatacacttaggcttagtttagcagcttcactttacattaatca 
acagtaggaactttattaaaaatatacacattcgaatttcttcatttcattatgaagaaa 
atggaaaacatgctagtctaaaatttaaaatttttataataatatttacatttaatacat 
acatttgaaatcgacttcttaagtgttaaattaaatttttacgcttattacattccaatc 
taatgaacttcgcttttagaagtcctaggtttaagcgaatttttttgtttcatattatgt 
tatgttctttataaaataataaaaacttttatttttaagttttgaacaaaaaaaaaa 


图 1 KA GST ÆA ( BmGSTz1 ) 的 cDNA. 序列 及 推测 的 氨基 酸 序 列 


下 划 线 部 分 代表 可 能 的 加 尾 信 号 The poly(A) addition signal is underlined. 


HsGSTzl 也 具有 非常 


200 250 aa 


他 昆虫 Zeta 基因 结构 比较 


53 


RR DmGSTzl IMA A TcGSTzl 和 意大利 蜜蜂 
AmGCSTzl 系统 发 生 关 系 较 近 , 能 形成 一 个 稳定 的 进 
化 校 ,其 节点 处 的 Bootstrap 值 为 100, [S IRA 
BmGSTz1 与 其 他 4 种 昆虫 的 GSTZI 
同 源 基 因 。BmCS7z7 与 其 再 系 同 源 基因 高 度 保守 ， 
氮 基 酸 序列 一 致 性 高 达 81% ~ 86. 4906, A 5b, 
BmGSTz1 与 哺乳 动物 小 鼠 Mus musculus MmGSTz1 ， 
A BR Rattus norvegicus RnGSTz1 ， 


基因 可 能 为 直系 


人 Homo sapiens 
高 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 , 分 别 
为 58.7% , 58.3% 和 56. 496 , KA 5 SRL Ro eg US 


Fig. 2 Comparison of gene structure between BmGSTzI 
and GSTz genes from other insects 


实心 竖 线 \ 点 线 和 虚线 分 别 表示 0, 1 和 2 相位 内 含 子 The phase 0, 

1, and 2 introns are shown by solid line, dotted-line and dashed-line, 
respectively. Bm; 家 人 Bombyx mori; Ag: 冈比亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae; Am; 意大利 蜜蜂 Apis mellifera; Dm; Œ R RHR Drosophila 
melanogaster; Tc; IRW Tribolium castaneum. 


似 , 也 存在 2 个 Zeta ÆA, REZA BmGSTzI 和 
BmGSTz2 的 基因 绪 构 非常 相似 (图 2), 但 是 在 序列 
上 却 发 生 了 较 大 的 分 化 ,BmGSTzl 和 BnGSTz2 WA 
基 酸 序列 一 致 性 仅 为 43.3% 。 因 此 ，BmGSTzl 与 
其 直系 同 源 基 因 的 进化 速率 较 低 ， 而 其 重复 基因 
BmGSTz2 呈现 出 较 高 的 进化 速率 。 
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图 3 家 人 GSTs 和 其 他 物种 GSTs 的 NJ 树 
Fig. 3 Neighbor-joining tree of GSTs from Bombyx mori 


and related species 

基于 MEGA 4.0 构建 的 邻近 树 , 选取 的 重要 参数 为 : JTT 模型 、 成 对 
删除 gaps 及 1 000 重复 ; 节点 处 仅 显 示 了 > 50% 的 Bootstrap 值 。 
JIT model and pairwise deletion of gaps were selected for the tree 
reconstruction in the program MEGA 4. 0. Bootstrap values (1 000 
replicates) >50% are shown. 

Bm: ZÆ Bombyx mori; Ag: X| E WIREX Anopheles gambiae; Am: 意 
大 利 蜜 蜂 Apis mellifera; Dm: XR Rt Drosophila melanogaster; Te: 
IMAK Tribolium castaneum; Mm; 小 记 Mus musculus; Rn; KE 
Rattus norvegicus; Hs: 人 Homo sapiens; Zm: 玉米 Zea mays; At: W= 
Jr Arabidopsis thaliana; Os: 水 稻 Oryza sativa; Gm; K ®©. Glycine max; 
Sb: Æ PLE ER Shewanella baltica; Bp: 博得 特 氏 菌 Bordetella petrii; 
Dd: 盘 基 网 柄 菌 Dictyostelium discoideum. 图 4 同 The same for Fig. 4. 


BmGSTz1 与 其 他 GSTs 一 样 , BE N 末端 和 C 
末端 两 个 保守 结构 域 。N 末端 主要 由 B-a-B-a-B-B- 
a 共 7 个 结构 基 序 组 成 , 而 C 末端 由 5 个 a 螺旋 构 
成 , 无 B 折合 结构 (图 4)。Zeta GSTs 的 N- 末 端 往 
往 包 含 一 个 高 度 保 守 的 特征 性 结构 域 
SSCxWRVIAL, 该 结构 域 的 第 一 个 Ser 为 GSTs 的 众 
化 活性 位 点 (Board et al., 1997) 。BmGSTzl 与 小 鼠 
具有 MAAI 活性 的 MmGSTzl 拥有 相同 的 保守 序列 ， 
均 为 SSCSWRVIAL, 但 是 家 看 BmGSTz2 保守 域 中 
HJ II A 残 基 则 分 别 突变 为 A 和 M。 因 此 , 结构 域 
分 析 也 显示 BmGSTz1 为 进化 上 高 度 保守 的 基因 。 
2.3 BmGSTz] 的 表达 模式 

分 离 5 龄 家 看 第 3 天 幼虫 的 血 淋 巴 细胞 、 中 肠 、 


头 部 、 丝 腺 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 精 巢 与 卵巢 各 组 织 嚣 人 官 ， 
提取 总 RNA 并 反 转 录 合 成 cDNA, 对 BmGSTz1 $ 
fT RT-PCR 扩 增 。 结 果 表 明 ,，BmGS7Tzl 在 分 析 的 各 
组 织 中 都 有 表达 ( 图 5: B)。 根 据 家 和 看 全 基因 组 表 
达 谱 芯片 (Xia et al., 2007) , 我们 对 BmGSTz] jb. 
数据 进行 了 比较 分 析 ( 图 5 : A), 其 结果 与 RT-PCR 
相似 的 是 BmGSTz7 在 各 组 织 中 均 有 表达 , 但 也 存在 
一 定 差异 ， 如 脂肪 体 中 芯片 检测 的 结果 表达 量 较 
IR, 而 RT-PCR 中 表达 量 较 高 ; 丝 腺 及 头 部 中 的 表 
达 量 也 不 尽 一 致 。 据 图 5(A) 所 示 ，BmGS7z]l 在 体 
壁 和 中 肠 表达 量 最 高 ,而 在 血 淋 巴 细胞 、 丝 腺 和 脂 
肪 体 的 表达 量 相 对 较 低 。 


3 讨论 


在 家 看 GSTs 的 基因 组 分 析 鉴 定 (Yu et al., 
2008) 基础 上 , 我 们 对 预测 的 BmGSTzI 基因 进行 
ESTs 分 析 。 获 得 的 ESTs 经 拼接 得 到 1 239 bp 的 
cDNA 序列 , 其 3' 端 非 编码 区 存在 可 能 的 AATAAA 
加 尾 信号。 经 cDNA 克隆 证 实 ，BmCS7z7 基因 CDS 
全 长 648 bp,， 共 编码 215 ARR, BmGSTzl 基因 
由 5 个 外 显 子 和 4 个 内 含 子 组 成 , 外 显 子 / 内 含 子 
边界 均 符合 GT-AG 规则 。BmGSTzl 与 哺乳 动物 
GSTz1AMAAI 的 氨基 酸 序列 和 蛋白 质 结构 高 度 相 
W, 并 且 与 特征 序列 SSCxWRVIAL 也 完全 相同 ， 
此 推测 BmGSTz1 可 能 具有 MAAI SEDI BTE TES ZE 
丙 氨 酸 / 酷 氨 酸 代谢 途径 主要 是 在 哺乳 动物 的 肝脏 
和 肾脏 中 进行 , 但 是 表达 模式 分 析 发 现 MAAI 在 其 
他 多 种 组 织 均 有 表达 , 这 提示 其 可 能 还 具有 其 他 功 
能 (Femandez-Cafi6n et al., 1999) 。 体 外 酶 活性 鉴 
定 表 明 MAAIL 具有 将 二 氯 乙酸 (dichloroacetic acid, 
DCA) Jl. SEES B 29 Z BE B Cglyoxylie. acid) 的 活性 
( Lim et al., 2004) 。 基 因 芯 片 和 RT-PCR 的 结果 表 
HJ BmGSTz1 在 各 组 织 中 均 有 表达 (图 5$) , 但 在 脂肪 
体 、 丝 逐 和 头 部 的 表达 量 存在 差异 , 可 能 导致 的 原 
因为 : 其 一 , 尽管 芯片 和 RT-PCR 均 研究 的 是 家 看 
5 龄 第 3 天 的 各 组 织 , 但 取材 的 发 育 时 期 可 能 不 一 
致 ; 其 二 , RT-PCR 是 一 种 半 定 量 技术 , 可 能 存在 一 
定 的 实验 误差 。 值 得 肯定 的 是 基因 芯片 和 RT-PCR 
均 证 实 BmGSTz1 在 各 组 织 中 广泛 表达 , 这 与 哺乳 动 
物 MAAI 相似 , 因此 推测 家 看 BmGSTzI 可 能 在 维持 
家 和 在 各 组 织 免 受 二 氧 乙 酸 等 外 源 毒 性 物质 伤害 中 也 
起 着 重要 的 作用 。 
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图 4 EE GST Zeta 家 族 的 多 序列 比 对 
Fig. 4 Sequence alignment of insect Zeta GSTs 
以 Clustal X 进行 多 序列 比 对 , 然后 在 BoxShade (http://www. ch. embnet. org/software/ BOX, form. html) 中 标注 。 黑 色 阴 影 表 示 相 同 氮 基 酸 , 灰 
色 阴 影 表 示 相 似 氨 基 酸 , 域 值 为 0.5。 星 号 代表 催化 活性 位 点 、 横 线 处 代表 Zeta 家 族 的 二 级 结构 域 ( Thom et al., 2001) 。 方 框 标定 的 序列 为 
Zeta CSTs 的 特征 性 结构 域 。Alignments were done using Clustal X with default parameters and shading was done using BoxShade with the expected 


value (0.5). The identical (or similar) residues are shaded black (or gray), and the expected value is defined as 0. 5. The catalytic residue Ser is 


marked with an asterisk. The structural domains of GSTs were underlined ( Thom et al., 2001). A fingerprint motif of Zeta GSTs was boxed. 
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图 5  BmGSTzl 在 家 人 蛋 幼 虫 不 同 组 织 中 的 表达 
Fig. 5 Expression of BmGSTz1 in various tissues 


of Bombyx mori larvae 


A: 基于 家 看 龄 第 3 天 组 织 世 片 的 表达 The expression of BmGSTzI 
based on microarray datasets; B; RT-PCR 检测 BmGSTzl EZKE 5 龄 第 
3 天 各 组 织 的 表达 The expression of BmGSTz] based on RT-PCR 
analysis ( B). 芯片 数据 下 载 自 http://silkworm. swu. edu. en/ 
microarray/ , BmGSTzl 的 探 针 号 为 sw22882, The microarray data of 
BmGSTzl was http ://silkworm. swu. edu. en/ 
microarray/, and the microarray probe is sw22882. 1: 血 淋 巴 细胞 
Homoceyte; 2: "HZ Midgut; 3: 3k Head; 4: 丝 腺 Silkgland; 5; 表皮 
Epidermis; 6: 脂肪 体 Fat body; 7: AH Testis; 8: HH Ovary. 


downloaded from 


Zeta 基因 在 昆 忠 和 哺乳 动物 中 往往 是 单 找 贝 ， 
分 析 的 几 种 模式 昆虫 也 仅 有 家 看 和 有 果 蝇 含有 2 个 找 
N, KA BmGSTz1 与 BmGSTz2 基因 的 氨基 酸 序 询 
一 致 性 仅 为 43. 5% , WIR F BmGS7z] SREZ 
源 基 因 的 相似 性 (图 4) 。BmGS7z2 基因 在 重复 产生 
后 受到 的 约束 较 小 ,其 进化 速率 快 , 可 能 在 家 和 在 适 
应 特殊 生境 中 起 着 重要 作用 。Yamamoto 等 
(2009b) 克隆 了 BmGSTz2 基因 并 进行 了 体外 表达 和 
纯化 ,体外 活性 研究 发 现 它 能 对 二 和 氯 乙 酸 
(dichloroacetic acid, DCA ) fI 25 i8 ( permethrin ) 进 
行 脱 氯 代谢 ,， 并且 Western blot 检测 表明 BmGSTz2 
在 氧 菊 酯 抗 性 家 乍 脂肪 体 中 的 表达 量 明 显 高 于 敏感 
系 , 推测 BmGSTz2 基因 可 能 与 氧 菊 酯 抗 性 相关 。 组 
织 表 达 特 征 ( 图 S$) 和 对 哺乳 动物 Zeta/ MAAIL 基因 的 
WA (Lim et al., 2004) 提示 着 家 在 BmCSTzl 可 能 
具有 二 氯 乙 酸 (dichloroacetic acid, DCA ) fi S FS sl 
功能 。 因 此 , 尽管 BmGSTzl 与 BmGSTz2 在 序列 上 
发 生 了 较 大 分 疏 , 但 是 保守 进化 基因 BmGST:1 是 否 
具有 BmGST22 相似 的 解毒 功能 仍 值得 深入 研究。 
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酷 氨 酸 代 谢 途 径 是 哺 乃 动物 体内 重要 的 生理 过 
TR. 该 途径 的 中 断 会 导致 多 种 疾病 的 发 生 。 植 物体 
内 也 存在 与 哺乳 动物 相似 的 酷 氨 酸 代 谢 途 径 , 人 研究 
证 实 FAH 酶 活性 能 被 1,3- 环 己 二 酮 (cyclohexane- 
1 ,3-dione )、 茶 并 异 恶 唑 (benzoyl isozazole ) 和 相关 
除草 剂 抑制 ,， 导致 MAA 大 量 堆 积 而 产生 毒性 
( Dixon et al., 2000)。 于 昆虫 而 言 , 该 途径 相关 基 
因 却 鲜 有 研究 , 昆虫 是 否 存在 酷 氨 酸 代 谢 途 径 也 需 
进一步 证 实 。 为 了 解 昆 虫 是 否 具有 类 似 的 酷 氨 酸 途 
径 , 我 们 对 家 看 基因 组 中 男 两 个 重要 和 蛋 晶 一 一 尿 黑 
酸 双 加 氧 酶 (HDO) 和 延 胡 索 酰 乙 酰 乙酸 水 解 酶 
(FAH ) 的 基因 进行 了 分 析 。 经 鉴定 家 看 
BmHDO ( http://www. silkdb. org/silkdb/, 检索 号 : 
BGIBMGAO007324) + R #8 DmHDO ( GenBank. 登录 
t: AAF53078. 2) 和 人 HsHDO ( GenBank 登录 号 : 
AAB16836. 1) B 23 3 R2 Fr 91] — SCPE 4 3] 2g 73. 496 
J 65.4% > BmFAH( http://www. silkdb. org/silkdb/ , 
检索 号 : BGIBMGA007438) 与 DmFAH ( GenBank X& 
3k. NP. 524830. 2) 和 HsFAH ( GenBank 登录 号 : 
AAAS2422. 1) 的 序列 一 致 性 分 别 为 54. 7% 和 
57.6% , JF H. BmHDO 和 BmFAH 2478 ESTs 表达 证 
据 。 分 析 绪 果 提 示 家 看 基因 组 中 可 能 存在 有 功能 性 
Hj BmHDO 和 BmFAH, 同时 也 提示 昆虫 体内 可 能 存 
在 与 动 植物 相似 的 酷 氨 酸 代谢 途径 。 本 实验 通过 对 
家 看 BmGSTz1 基因 的 克隆 及 组 织 表达 特征 研究 , 为 
进一步 深入 探讨 BmCS727 基因 的 功能 等 相关 人 研究 
可 提供 参考 。 
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